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(57) Abstract 

Bacterial vector plasmid of the type ha^ng an eflident replication origin in Gram-positive bacteria. Said plasniid is char- 
acterized by having at least one marber gene whidh ejqMesses itsdf in a bacterial bast strain, an ^dent replication system which 
is tbermosen^ve based on a temperature compatible with the viaHlity the hast strain, and in that the temperature of re|riica- 
tion inhibidon is below or equal to approximately 37 The invention also concerns a bacteria containing said plasmid and a 
process for inactivating a gene in the chromosome of a bacteria. 

(57)Abi^ 

La presente invention conceme un plasmide vecteur bacterien du type oomportant une origine de replication efficace dans 
les bacteries gram positives, caracterise en ce qui oomporte au moins: un gene maiqueur qui s'exprime dans une souche bote bac- 
terienne, un systeme de replication ^Ticace qui est thermosensible & partir d'une temperature ccHnpatible avec la viabilite de la 
souche hdte, en ce que la temperature d'inhibition de rqplication est inferieure ou egale i environ 37 ""C, ainsi qu'une bacterie le 
contenant et an precede d'inacthration d'un gene present dans le chromosome d'une bacterie. 
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PLASMIDE THERMOSENSIBLE 

La presente invention concerne un plasmide utilisable pour la 
modiiication genetique des bacteries a coloration gram positive, en 
particulier des bacteries lactiques presentant un interet industriel ou 
medical. 

5 EUe concerne egalement des bacteries contenant un tel 

plasmide. EUe concerne enfin des procedes de modifications genetiques 
mettant en oeuvre un tel plasmide, soit pour inactiver un gene normale- 
ment present dans le chromosome bactenen, soit pour introduire et 
exprimer un gene d'interSt. 

10 De nombreuses bacteries gram a coloration gram positive sont 

des sujets d'etude comme modeie biologique (par exemple les bacteries du 
genre Bacillus), comme souche de fermentation d'interet industriel 
(bacteries a acide lactique) ou comme pathogene (par exemple Clostridia, 
Listeria, Staphylococcus, Streptococcus). Beaucoup de ces souches sont 

1 5 caracterisees d*un point de vue physiologique mais peu ont ete etudiees ou 
modifiees genetiquement. L'etude ou la modification des souches peut etre 
facilitee par Tutilisation de vecteurs permettant des insertions dirigees ou 
non-specif iques dans le chromosome bactenen. Des systemes de deiivrance 
qui sont fondes sur des vecteurs non replicatifs sont limites aux bacteries 

20 qui peuvent etre transformees avec une haute frequence et ceux utiiisant 
des replicons actifs uniquement sous certaines conditions sont souvent 
limites a ieur spectre d'hote. Aussi la construction de souches recom- 
binantes requiert un effort important er ne peut etre appiiquee avee 
efficacite qu'a certains microorganismes specifiques. 

25 L'addition, la perte ou la modification de genes peuvent 

transformer le rdie d'un organisme dans un processus industriel tel que la 
fermentation^ 

La biotechnoiogie cherche a faciliter I'usage industriel de 
microorganismes. Par exemple, les bacteries lactiques sont utilisees en 
30 agroalimentaire, majoritairement pour la fabrication de produiis laitiers 
fermentes, mais aussi en dehors de la filliere lait pour la fabrication de 
vm, cidre, charcuterie et ensilage. 
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11 est done particulierement souhaitable de disposer de moyens 
efficaces d'introduire ou de modifier specifiquement et definitivement * 
certains genes dans ces organismes. 

Actuellement, la modification du chromosome chez les 
5 bacteries iactiques est effectuee par Tintermediaire d'un systeme par 
transformation d'un plasmide non replicatif. Dans une seule etape, iJ est 
necessaire d'avoir deux evenements de basse frequence, la transformation 
par un plasmide, et une recombinaison dans le chromosome. La probabilite 
d'obtenir ces deux evenements dans une seule etape est le produit des 
10 probabilites de chacun ; done une chance tres faible d'obtenir la 
modification. 

Le plasmide pWVOl est un plasmide cryptique initialement 
isole chez Lactococcus lacTis subsp. cremoris ; il s'agit d*un plasmide a 
large specificite d*hote, replicatif a la fois dans des bacteries gram positif 

15 et gram negatif, notament chez E. coli, Bacillus subtiiis, Lactococcus lactis, 
Streptococcus et Lactobacillus. II a ete caracterise et sa sequence 
nucleotidique a ete publiee par Leenhouts et al (1991). 

Dans la demande WO 85/03«t95, de iarges fragments de ce 
plasmide sont utilises pour construire un plasmide recombinant pGK12, 

20 marque par le gene de resistance a Terythromycine, et/ou le gene de 
resistance au chloramphenicol (la chloramphenicol-acetyl-transf erase 
(CAT)). Ce plasmide pGK12 n'est pas utilisable pour faire des integrations 
dans le chromosome bacterien. 

Les plasmides non replicatifs utilises jusqu'a present 

25 permettent de pallier ce probleme, mais ce systeme requiert des taux de 
transformation eleves pour p>ermettre la detection d'evenements de basse 
frequence tels que la transposition ou la recombinaison dans le chromosome 
; or la plupart des bacteries Iactiques sont faibiement transformables. 

L'ensemble de ces difficultes pourrait etre surmonte grace a 

30 Tobtention d'un replicon thermosensible, utilisable comme vecteur de 
livraison dans les bacteries, Iactiques ou autres. 
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Les plasmides pE194 et PSH71 ont ete decrits comme 
naturellement thermosensibles, au-dessus d'une temperature de 51° C (3. 
BacterioJ., 1990, 172, ff5if3-^^5^8) 

C'est pDurquoi Ja presente invention a pour objet un plasmide 
^ vecteur bacterien du type comportant une origine de replication efficace 
dans les bacteries gram+, caracterise en ce qu4J comporte au moins : 
un gene nnarqueur qui s'exprime dans une souche hote bacterienne, 
un systeme de replication efficace qui est thermosensible (Ts) a partir 
d'une temperature compatible avec la viabilite de la souche hote, 
l^' et en ce que la temperature d'inhibition de replication est inferieure ou 
egale a environ 37*" C. 

Le fait que le plasmide selon 1 'invention soit non replicatif a 
37* C le rend particulierement approprie dans le cas ou les bacteries ont 
une Temperature de croissance relativement basse, ou lorsqu'un choc 
ihermique important n'est pas souhaitabJe. Le plasmide selon I'invention est 
uTjlisabJe seul, il n'a pas a etre associe a un autre plasmide. L*inhibition de 
la replication par des temperatures superieures a environ 37* C, n'est pas 
souche dependante. II possede un large spectre d'h6tes et peut s'etablir 
notamment chez les souches classiques appartenant au groupe comprenant : 
2^ Bacillus, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Listeria, 
Pediococcus, Staphylococcus, Clostridia, Leuconostoc, E. coli. Parmi 
celles-ci, on peut citer a titre d'exempJe les especes suivantes : B. subtilis, 
£• faecalis, L* fermentum, L. helveticus, L. bulgaricus, L. lactis, S. pyogenes, 
S. thermophilus, S. sanguis, L. monocytogenes. 

Le plasmide selon i'lnvention porte au moins un gene codant 
pour un marqueur de selection, amsi que les elements necessaires a son 
expression tels que promoteur, site de fixation des rlbosomes, terminateur, 
etc. Des genes de selection sont par exemple des genes de resistance aux 
antibiotiques (Erythromycine, chloramphenicol), ou permettant la croissance 
sur un milieu depourvu de certains elements, etc. 

Le gene marqueur est integre dans le chromosome en cas de 
recombinaison. 
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Par systeme de replication, on entend un systeme comprenant 
une origine de replication ainsi que la proteine induxsant son fonction- 
nement ; Jadite proteine est inactivee au-dessus d'une temperature inhibant 
le systeme de replication. 
5 Un tel plasmide se repiique normalement a 28** C, chez un 

grand nombre de bacteries. A une temperature superieure a environ 35* C, 
la replication de ce plasmide est inhibee j cette temperature inhibitrice de 
la replication du plasmide est relativement basse et permet la multiplica- 
tion et la croissance normaie de la plupart des bacteries, en particulier des 

10 bacteries lactiques. La temperature recommandee pour Tinactivation 
efficace de ce plasmide est de 37** C. 

Selon Tun de ses aspects, la presente invention a pour objet un 
plasmide vecteur, caracterise en ce qu'il contient le plus grand fragment 
Cla 1 du plasmide pWVOl, presentant au moins une mutation dans la region 

15 Thal-Rsal. 

Plus particulierement, un plasmide vecteur a replication 
thermosensible selon I'invention presente au moins une mutation dans la 
region correspondant a RepA du plasmide pWVOl. La proteine RepA est 
codee par J'un des ^ cadres ouverts de lecture (ORF) identifies sur pWVOl, 
20 roRF A, et est necessaire pour ia replication^ 

Des mutations preferees de ce plasmide se trouvent dans les 
positions 972. 977, 980 et 987 de la sequence nucleotidique de pWVOL 
La proteine RepA codee par le plasmide selon I'mvention 
presente, par rapport au type sauvage, les modifications representees a la 
25 figure 3, a savoir le remplacement de : 
Ser par Asn, 
Asp par Asn, 
Val par He, 
Arg par Gin. 

30 Un tel plasmide constirue un vecteur suicide a large 

specifiote d'hote, d'un type unique jusqu'a nos jours dans le domaine des 
bacteries lactiques. 
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h En effet, ii permet de dissocier en deux etapes, Tintegration 

dans le chromosome. Dans la premiere etape de transformation, le plasmide 

• est etabli dans la cellule- Dans la deuxieme etape, I'evenement d'integra- 

tion dans Je chromosome est seJectionne par elevation de la temperature. 
5 On peut ainsi modifier genetiquement des bacteries reputees peu 
transformables. 

Plus particulierement, des plasmides seion Pinventjon 
component une des sequences representees sur une des figures 9, 10 ou li, 
ou une sequence representant au moins &0% d'homologie avec ces 
1 0 sequences. 

Les outils genetiques ainsi developpes permettent d'introduire 
et de stabiliser des genes dans le chromosome bacterien. 

On choisit par exempJe d'appliquer un procede par recombi- 
naison homologue. 

15 Pour cela, on utilise un replicon thermosensible selon 

JMnvention, qui comporte en outre au moms un fragment d'ADN homologue 
a J*ADN chromosomjque de la bacterie que l*on veut modifier. 

Selon I'un de ses aspects, la present e invention a pour objet un 
procede d'mactivation d'un gene present dans le chromosome d'une 

20 bacterie, caracterise en ce que : 

a) on introduit dans la bacterie, par transformation, le plasmide^selon 
]*invention, 

b) on cultive la bacterie sur milieu selectif a une temperature inferieure 
a la temperature d'mhibition de I'origine de replication, 

25 c) on eleve la temperature de culture a une temperature superieure a 
ladite temperature d*inhibition, 
d) on recupere les bacteries survivantes apres plusieurs cycles de 
multiplication, a temperature dUnhibition de la replication plasmi- 
dique. 

30 L*etape d) permet de selectionner les bacteries portant le 

marqueur plasmidique. 
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Le fragment chromosomique clone dans le plasmide peut 
correspondre a un gene precis, qui est specifiquement inactive par , 
integration du plasmide au niveau de la copie chromosomique du gene. 
Dans la population bacterienne, seul ce site d'integration sera trouve. 
5 Dans un autre mode de realisation, TADN bacterien present 

dans le plasmide pourra fttre choisi dans une banque de fragments 
chromosomiques pour 4e clonage, et il y aura integration au hasard ; le site 
d'integration du plasmide est different d'une bacteria a I'autre et on 
realise ainsi de la mutageneses 
10 * Le procede peut egalement s'appliquer a un replicon 

thermosensible porteur d'un transposon. On dispose de differents transpo- 
sons pour mutageniser le chromosome. 

Le plasmide Ts est employe comme porteur d*un de ces 
transposons eventuellement modifie pour etre actif chez L. lactis. Chaque 
15 transposon porte un gene marqueur (ex: gene de resistance). En appliquant 
le protocole precedemment decrit (a a c), on obtient, des cellules ayant 
integre le transposon dans leurs chromosomes. On selectionne ces cellules 
au moyen du marqueur du transposon. Dans le cas de la transposition, le 
plasmide n'est pas integre dans le chromosome. 
20 En variante, le plasmide vecteur selon Tinvention comporte 

egalement un locus de mobilisation permettant la conjugaison, De 
preference, ce locus de mobilisation est le locus on T, extrait d'un 
plasmide de bacterie a gram positifr preferentiellement pouvant etre 
extrait d'un plasmide de Streptococcus. Le plasmide vecteur portant ce 
25 locus peut etre mobilise et transfere par conjugaison chez des especes 
bacteriennes non transformables. 

Le procede d'inactivation d'un gene dans une bacterie fait 
alors mtervenir les etapes suivantes : 

a) on introduit dans la bacterie, par conjugaison, un plasmide selon 
30 rmvention, portant un locus de mobilisation et un fragment homologue 

au chromosome et/ou un transposon. 
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b) on cultive la bacterie sur milieu selectif a une temperature inferieure 
a la temperature d*inhibition de Torigine de replication, 

c) on eleve la temperature de culture a une temperature superieure a 
ladite temperature d'inhibition, 

5 d) on recupere les bacteries survivantes apres plusieurs cycles de 
multiplication, a temperature d'inhibition de ia replication plasmi- 
dique. 

Les bacteries obtenues a I'issue de I'etape d) ont subi un 
evenement de recombinaison ou de transposition et portent le marque ur du 

10 transposon ou du plasmide. 

En variante, le plasmide vecteur selon Tinvention, comporte 
egalement un replicon actif chez E. coli- Le plasmide vecteur portant ce 
locus, et ces derives, peut etre propage chez.E. Coli. Les constructions 
preparees et propagees chez £• coli a 37* C (grSce au deuxieme repiicon) 

1 5 peuvent etre ensuite transferees dans les bacteries lactiques dans lesquelles 
seul le replicon Ts sera actif. 

Dans les precedes decrits ci-dessus, apres introduction du 
plasmide vecteur dans la bacterie par transformation ou conjugaison a 
i'etape a), on iaisse le plasmide s'etablir dans la population bacterienne, 

20 par replication, a 28-30** C. 

Le caractere de selection est exprime dans 1 'ensemble des 
bacteries. Quand la temperature s'eleve au-dessus de 35* C, le plasmide 
sous forme iibre devient incapable de se repliquer et se trouve done perdu 
lors des divisions cellulaires. Seules les bacteries pour lesquelles ce 

25 plasmide s'est integre par recombinaison dans le chromosome ou pour 
lesquelles le transposon s'est integre dans le chromosome, conservent et 
transmettent I'mformation genetique portee par le plasmide ou le 
transposon et leur permettant de pousser sur milieu selectif. On selectionne 
ainsi les evenements d'mtegraiion, de basse frequence, en recuperant les 

30 bacteries se multipliant a 35-37* C sur milieu selectif- 
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Lorsque le plasmide est integre dans le chromosome, il 
presente une excellente stabilite, qui peut etre de I'ordre de 99% apres 75 
generations a 37,5* C. 

Le schema suivi pour I'mtegration du plasmide pcir recom- 
5 bmaison homologue est illustre a la figure 6. 

La souche L- lactis VE 6002, contenant le plasmide pVE6002 
selon Tinvention a ete deposee a la collection nationale de I'lnstitut 
Pasteur, 25-28 rue du Docteur Roux, Paris, sous le numero H179. 

Selon un autre de ses aspects, I'mvention a pour objet un 
1^ precede permettant Tintroduction d'un gene heterologue dans une bacterie. 
Pour sa mise en oeuvre, on utilise un plasmide vecteur thermosensibJe tel 
qu'il a pu.etre defini precedemment, et comportant en outre un gene 
codant pour une proteine d'interet, sous le controle des elements 
necessaires a son expression, et qui sont connus de I'homme du metier. Le 
15 cas echeant, ce gene pourra etre porte par le transposon. On suit alors les 
etapes mdiquees ci-apres. 

a) on introduit dans la bacterie, par transformation ou conjugaison un 
plasmide selon ^invention, 

b) on cultive la bacterie sur milieu selectif a une temperature inferieure 
20 a la temperature d'inhibition de Torigine de replication, 

c) on eleve la temperature de culture a une temperature superieure a 
ladite temperature d'inhibition, 

d) on recupere les bacteries surx'ivantes apres plusieurs cycles de 
multiplication, a temperature d'inhibition de la replication plasmi- 

25 dique. 

L'etape d) permet de selectionner les bacteries portant le 
marqueur du plasmide ou du transposon* 

L'invention a egalement pour objet des bacteries contenant un 
plasmide selon Tinvention, sous forme libre ou integree dans le chromo- 
30 some. 

De lelles bacteries trouveront notamment des applications 
dans le domame de I'industrie agroalimcntaire, en particulter laitiere, ou 
fromagere. 

35 
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Dans certains des cas decrits precedemment, on souhalte 
pouvoir eliminer tout ou une partie du materiel genetique introduit dans le 
chromosome bacterien par le procede selon I'invention. 

Le procede de recombinaison homologue permet deux etapes : 
5 la premiere consiste a seJectionner i'evenement d'integration du plasmide, 
la seconde etape - qui est facultative - consiste a exciser du chromosome le 
replicon et les marqueurs qui ne correspondent pas aux normes aiimen- 
taires. 

Excision du replicon : Tintegration par recombinaison 

10 homologue cree des duplications de chaque cote du plasmide Ts (Fig. 7a). II 
a ete montre qu'un plasmide rolling-circle, replicatif integre dans le 
chromosome stimule fortement la recombinaison homologue entre les 
sequences avoisinantes. Lorsque le fragment chromosomique porte par le 
plasmide Ts contient un marqueur, les duplications creees par rintegration 

15 permettent d'exciser le replicon en laissant un gene chromosomique inactif 
(Fig. 7a). Experimentalement, ii s*agit de cultiver a 28*^ C la souche 
contenant le plasmide integre (prealablement selectionee a 37"* C). A 
temperature permissive, la replication reprend et stimule la recombinaison 
entre les sequences repetees aboutissant a la deletion du replicon (Fig. 7a), 

20 La presente invention a egalement pour objet un plasmide 

vecteur a replication thermosensible presentant une ou plusieurs des 
caracteristiques deja exposees, et dans lequel une region interne est 
dupliquee. Les deux sequences identiques sont placees de maniere a 
encadrer la region que I'on souhalte eliminer, Un tel plasmide est alors 

25 utilise dans un procede d'inactivation d'un gene ou d'introduction d'un gene 
heterologue par recombinaison dans le chromosome bacterien* tels que 
decrits ci-dessus. 

A I'lssue de I'etape d), les bacteries survivantes sont a nouveau 
mises en culture a une temperature inferieure a la temperature d'mhibi- 

30 tion, par exemple a 28-30* C, sur milieu non selectif. En effet, un plasmide 
replicatif stimule fortement la recombinaison homologue entre les 
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sequences avoisinantes. La souche contenant le plasmide integre prealable- 
ment selectionnee a 35-37** C est cultivee a temperature permissive : la 
replication plasmidique reprend, stimulant la recombinaison entre les 
sequences repetees. Le replicon et les marqueurs incompatibles avec, par 
exemple, une utilisation agroalimentaire de ce systeme, sent excises, avec 
retention eventuelie du gene modifie* La selection des bacteries ayant 
excise les marqueurs indesirables se fait apres etalement a temperature 
non-permissive. Ce mecanisme est illustre sur la figure 7b. 

Les exemples qui suivent sont destines a iilustrer Pinvention 
sans aucunement en limiter la portee. 

On se referera aux figures suivantes : 
FIGURE 1 : cinetique de perte et analyse du nombre de copies de 
pVE60O2 seion ^invention et de pVE6001 non Ts, L; lactis 
subsp. lactis IL 1^03 portant le plasmide pGK12, pVE6C01 ou 
pVE6002 sont cuitives a 28'* C ou 37,5'' C. Apres differents 
temps de culture* des echantillons sont preleves pour etre 
cuitives a 28* C sur des milieux selectifs et non-selectifs. 
100 colonies sont repiquees a partir du milieu non-selectif 
sur le milieu selectif (Em 5 pg/ml) pour evaluer la 
proportion de cellules contenant un plasmide dans la 
population. Les extractions d'ADN total sont faites sur les 
cultures a 28" C ou 37,5** C, sans selection, pendant 5h 30* 
FIGURE 2 : Plasmide hy bride de pGK12 et pVE6002. pVE60'i3 est 
constitue du fragment Sacl-Thal, de 994 pb, de pGK12, lie 
au fragment Thal-Sacl de 3384 pb de pVE6002. 
pVE6044 contient la paire reoproque, le fragment Sacl-Thal 
de 994 pb de pVE6002, lie au fragment Thal-Sacl de 3384 
pb de pGK12» Les traits fins correspondent a i'ADN de 
pGK12 ; les traits epais pointilles, a I'ADN de pVE6002. 
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FIGURE 3 ; Localisation de la mutation Ts dans le gene RepA de 
pVE6002. Le fragment Thal-Rsal de pVE6002, contenant le 
gene RepA a ete sequence sur les deux brins. La sequence 
montre quatre mutations aux positions 972, 977, 980, 987 
alors que le reste de la sequence ne differe pas de la 
sequence publiee pour le replicon parental pWVOl. 

FIGURE ^ : Description des derives thermosensibles. pVE6006 est 
construct par insertion du fragment PvuII de ^^^5 pb de 
pBluescript 5K+ dans Je site Cial de pVE6002. 
pVE6007 provient d'une deletion Sacl de pVE6006, condui- 
sant a la perte du gene de resistance a rerythromycine. 
pVESOO^J est construit par insertion du fragment PvuII de- 
pb de pBluescript SK+ dans le fragment Clal-Hpall de 
pVE6002 depourvu de gene de resistance au chloramphenicol. 

FIGURE 5 : Comparaison des proteines analogues a Rep de PE.19'f. 

FIGURE 6 : Schema du procede d'inactivation d'un gene. 

FIGURE 7a : Schema d'un exemple d'excision du replicon Ts en deux 
etapes. 

7b : Schema de J*excision du replicon au moyen de duplications 
plasmidiques. 

FIGURE 8 : Construction des plasmides pG'*^host5 et pG'^host6 a partir du 
plasmide pG^host* (oii pVE6004) : le plasmide pG"*^host5 est 
construit par insertion du fragment Ava I - Alw N I de pBR 
322 (qui contient I'origine de replication de pBR 322) dans le 
pG'^host^ linearise par Nsi L 

pG'*"host6 est construit par insertion du fragment Ava 1 - Eco 
R I de pBR 322 (qui contient Torigine de replication de pBR 
322 et le gene de resistance a rampicillme) dans le 
pG^host^ linearise par Nsi 1. 

FIGURE 9 : Sequence nucJeotidique de pG'host'f. 

FIGURE 10 : Sequence nucleotidique de pG'host5. 

FIGURE 11 : Sequence nucleotidique de pG^hostS. 
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Exemple 1 : Preparation et caracterisation d'un plasmide vecteur 
thermosensible 

5 MATERIELS ET METHODES 

Les travaux ont ete realises au Laboratoire de Genetique 
Microbienne, Institut de Biotechnologic, INRA, 78352 Jouy-en-3osas cedex 
France. 

JO 

Souches bacteriennes, plasmides et conditions de culture. 

Les plasmides et Jes souches bacteriennes utilisees sont 
indiques dans le tableau 1. Les constructions de pVE60<f3 et pVEeO^^*^ sont- 
decrites dans la figure 2 ; les plasmides pVE60D(^, pEV6006 et pVE6007 sont 

15 presentes a la figure ^. pVE600'^ (ou pG^host*) est construit par insertion 
d'un fragment d'ADN PvuII de <^45 pb dans le fragment Clal-Hpall de 3340 
pb a extremite franche de I'isoiat Ts original, depourvu du gene de 
resistance Cm. Le fragment PvulI de 4^*5 pb contieht un site de 
muludonage, les proraoteurs T7 et T3, et les sites pour Ml 3 - 20, T7, T3 et 

20 des amorces inverses qui permettent ie sequenqiage direct a partir du 
vecteur. Ce plasmide est thermosensible dans tous les botes testes, y 
compris chez E. coU et doit etre mainienu a 28" C. 

E. coll et Bacillus subtilis ont ete cultives en milieu LB, L. 
lactis subsp* lactis (L. lactis) est cultive sur milieu M17, dans lequei on a 

25 remplace le lactose par du glucose. On a utilise respectivement du 

chloramphenicoJ (Cm) a 5 pg/mi pour L. lactis et B. subtilis et de 
Perythromycine (Em) a 5 Mg/ml et 0,5 pg/ml respectivement. Le Cm, 
razaerythromycine et Terythromycine ont ete utilises a des concentrations 
finales respectives de 15 pg/ml, 100 pg/ml et 150 pg/ml pour E. coli. 

30 
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CJonage moJecuJaire, competence et procedure de transformation. 

Des enzymes du commerce ont ete utilisees comme indique par 
les fournisseurs, Des mini-lysats de cellules entieres et du DNA plasmidique 
ont ete prepares ainsi qu'il est decrit dans la litterature. LMnduction de 
competence et la transformation d'E. coli et de subtilis ont ete 
effectuees par des procedures standards (Hanahan, 1985, ou Niaudet et al, 
1979)* Les souches de L. lactis ont ete eJectrotransformees comme decnt 
par Langelia et Chopin, 1989a et modifie selon la procedure de Holo et 
Nes, 1989. 
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